Recovery of poly-alpha-hydroxyalkanoic acid homo- or copolymer, useful as 
completely biodegradable thermoplastic polymer, from biomass uses 1- 
methyh2-pyrrolidone for extraction 
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Abstract of DEI 9955381 

Recoveiy of homo- or copolymers of poly- beta -hydroxyalkanoic acids (PHA) from biomass, comprising 
extracting the biomass with 1-methyl-2-pyrrolidone (NMP) at 80-120 deg C, separating the solution 
containing PHA from the resultant viscous suspension at 40 deg C or over and precipitating the PHA, is 
new. An Independent claim is also included for the use of NMP as an extractant for homo- or copolymers 
of a PHA. 
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® Verfahren zur Gewinnung eines Homo- oder Copolymers einer Poly-S-hydroxyalkansaure (PHA) aus Biomasse 

(§> Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung ei- 
nes Homo- oder Copolymers einer Poly- -hydroxyalkan- 
siure (PHA) bus Biomasse, das daduich gekennzetchnet 
1st, daS die Biomasse mit 1-Methyl-2-pyrrolidon (NMP) 
ggf. unter Zusatz eines wasserbindenden Mittels extra- 
hiert wird, aus der errtstehenden viskosen Suspenaan be! 
Temperaturen L 40 C die PHA-enthaltende Losung abge- 
trennt und anschlielSend die PHA ausgefallt wird. 
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Besdndbiing veibbibt ein gewisser Teil der Losungsmittel in der 

FOB, so dafi die erhaltene FEB nicht geiuchsfiei ist. Ein 

Die Erfindimg 1>etrifit ein altemadves V^ahren zur Ge- spatexer Molmasseabbau durch saute Hydiolyse ist doea- 

winnung eincs Homo- oder Copolymers dner Poly-JHy- fells nicht auszoschlieBen. 

droxyalkansauiB (PHA) aus Biomasse, bei dem l-MBlhyl-2- 5 WO 9846782 Al beschieibt eine ganze Reifae von L6- 

pyrrolidon (NMP) als ExtraldionsmittBl, ggf. in Kombina- sungsmitteln zur Gewinnung von Polyhydroxyalkanoaten 

tion mit dnem wasscibindraiden Mttd, eingcsetzt wird. (PHA). Die meisten der dort daigestellten Losungsmittel be- 

Hir die miktobiellc Hastdlung &au PHA, dereo be- sitzen selbst bei hohcn Temperaturen uber lOO'C nur ge- 

karmtester Vertreter die Poly-p-hydioxybuttiaraaiiie (PUB) ringe LSsangs^geDSchafben und weiden haiq)tsacfalidi zur 

ist,bzw.fiiirdieHersteLlungvonPHA-CopolyniaBnwBidMi 10 Gewinnang von PHA-CopolyniBren eingesetzt. Da PHA- 

eine Reihe von Verfahren vorgeschlagen, die in zaUreichen Copolymere im allgemeinen besser losUch sind als hoclimo- 

Dokumenten des Standes der Tbdmik beschriebcn sind. lekulares Homopolymet; konr»n die angegebenen Losungs- 

PHB und andero PHA gewixmen als biologisch voll abbau- mittel mcht oder nor SuBeit beschiflnkt fOr HotnqpolymerB 

bare Pblymere mit tfaermoplastischen Eigenschaften zuneh- eingesetzt wezdm. 

mend wirtschaftliche Bedeutung. So ist ein Beispiel fiir die 15 Aufgabe der Erfindung war es deshatt), ran "Vferfahren zur 

mikrobiclle Produktion von PHB aus Methanol in EP 0 015 FHA-Homo- und Copolymeien-Gewinnung aus Bakterien- 

669 A2angegebaQ. Bei^de fiir die GewiiraungvraiCopo- biomasse b^itzustdlen, das einfach und zuverlassig zu 

lynracen sind in EP 0 304 293 A2 und in EP 0 069 497 A2 handhaben ist und bei dem die gesundheitliche Belastung 

daigesteEt, wobei beispielsweise Glucose/Pioiaonsauie als fur den Veraibeiter grainy ist als mit chloriert«i Kohten- 

Substratgemische dngcsetzt werden. 20 wasserstoEfen. Dabei soUea die QualitSt und die Ausbeute 

Ein Verfahren zur Gewinnung von PHB mit einem guten an PHA- Homo- oder Copolymer vergleichbar sein. 
Ertragskoeffizaentrai und Saccharose als Substrat ist Es wurde nun geftmden, daB l-Melhyl-2-pyrroIidon 
EP0149744A1 zu raitiidhmjrai. Ein wdttxes ^feI&lual zur (NMP) besonders vorteilhaft zur EKtrakti<xi eines Homo- 
Herstellung von PHB und depaa Cppolymcreo beschrabt odear Copolymers eincr PHA aus Biomasse eingesetzt wer- 
auchDE196 19 084 C2. 25 denkannunddaiiiberhinausauchhervoiragendzurUmfill- 
Die Aufiubeitung von gewonnener PHA-haltiger Bio- lung einer PHA bzw. dessen Copolymer verwendbar ist. Als 
masse erfolgt flbiicherweise mit oder ohne mechanischem Biomasse ist die Gesamtiidt alien organischen Materials an- 
ZellauftchluB - je nach dessm EBizienz - und anschlie&m- zuseheo, das durch Wachstum und StofEwechsel von Tieren, 
der Gefrier- bzw. Spriihtiocknung. Aus der getrockneten Pflanzen Oder Mikroacgairismen gdrildet oder anch z, B. 
Biomasse werden die PHA-Homo- bzw. CopolymeiB mit ei- 30 gentechnisch hergestellt wird. Besonders bevorzugt ist 
nem geeigneten Extraktionsmittel gewonnen. NMP zur PHB-Extraktion gedgnet, wobd die Ausbeutcn an 
Aus dem Stand der Technik bekannte Extraktionsviafehh PHB cJine vorfaerigen mechanischen oda enzymatischen 
ren z. B. flir PHB dine voriiBiigBn Zdlaufschhifi habenden AufechhiB der ZeBen mindestens Shnlidi hoch liegm yn& 
Nachteil, dafi die entsprBchendm Ausbeuten oft geiing sind bd bekannten PHB-Extraktionsmitteb. 
(Babd W. et al., 1990, Plaste und Kautschuk 37, 109-115). 35 GemMB dem Verfahren der Erfindung wird Biomasse mit 
Vidfach \fcrwaidung zur Extraktion finden halogenierte NMP extrahiert. Aus der entstchenden viskosen Suspension 
LSsungsmittel. Darunter pbt es soldie, die relativ viel PHA wild bd Ibn^jCTataren i 40°C die PHA-Homo- oder Co- 
zu lesen vermfigCTi (wie z. B. CMoioifiarm) und solche, aus pdlymer-enfliahiende Ixisung abgetrrant und anschlieBend 
denensehridnePHAgewonnenwerdcnkann,dasichinder werden entwedcr PHA-Homopolymeie oder -Copolymac 
L5sung nur g«inge Mcngen an anderen Zellbestandtcilen 40 ausgefallt Ihsbesondere fur PHB hat sich gezdgt, daB das 
ISsen (wie z. B. DidilorBthan). So beschreibt beispielswdse NMP die PHB ebmso gut 16st wie Chloroform und mit sei- 
EP 0 015 669 A2 veischiedaie Meflmden zur ZellzaatB- nan LSseveimBgen yea mindestens 13^ Massepiozent bd 
rungunddne daran sich anscUieBendePHB-Ettrakli«i aus lOO»Cdcuflich fiber dem bdanntePHB-Loswliegt. 
den zerstortcn Zellen durch halogenierte Kohlenwasser- Das gilt auch fur andere PHA, so z. B. fiir Homopolymere 
stoffewiebaspielsweis6ChknofOTm,DichlormBthan, 1,2- 45 der ^Hydroxypropionsaure, der p-Hydroxyvaleriansaure, 
DichlDiBtiianundl,2-DicM<XF^>aa p-Hydroxyhexansaure, der p-Hydxoxyoctansaure, der p- 
Da die halogenierten PHA-L6sungsmitlel durchweg im Hydt<«ydodekansaure bzw. fOr die PHA-Copolymere wie 
Verdachtstehen, Starke gesundheitssd«<figendeWujaingen z.B.ausPBnBundp-HydioxyvaImansauiB. 
zu haben, sind auch Verfehien zur Extrakdon von PHA un- In einer bevorzugten AusfiJhrungsvariante der Erfindung 
ter Anwendung halpgaofiBifir Losungsmittel bekannt So 50 werden zur Extraktion neben NMP wasserbindende Sub- 
beschrdbt DE 27 01 278 Al die Verwendung cyclischer stanzen, wie z. B . Essigsaureanhydrid, zugegeben. Daduixjh 
Kohlensaureester als Losungsmittel zur PHB-Bitraktion. wiiddne eveaitueUe Hydrolyse, die eine Abnahme der mitt- 
Die damit eraielten Extraktionsausbeuten smd jedoch ge- larenMolmassB des Polymers zur Folgehatte,vermiedMi. In 
ring. Desweiteren wird die Molmasse der PHB durch die ho- dner weiteren Ausfiihrungsvariante der Erfindung wird dn 
hen Exttaktionstemperatuirai von vorzogswdse iiber 120°C 53 bestimmter Anteil des wasserbindendes Mittels zur geziel- 
deutlich hcaabgesetzL Als wdtere bdcannte Losungsmittel toi Einstellung einer mitlieren Molmasse des Polymers ent- 
fungieren Ethyl- bzw. MelhyUactat (DE 195 33 459 CI und Jfprcchdid sdnem vwgesehenen Anwendungszweck einge- 
DE196 23 778Al).DaauchhierdieExtraktionstemperatn- sefzt, dlh. je nach Wasseirgehalt des Exfiaktionsmittels 
ren sehr hoch smd (z. B. 154''C bd Verwendung von Ethyl- NMP, der fiber das wasserbindende Mttel gesteuert wird, 
lactat), ist mit dicsen Vocfahreo dienfalls cfie Gefahr euies » kann die gewiinschtemittiereMohnasse der PHA emgestellt 
Molmasseaibbausgegeben, besonders bdvorhandmer Rest" wfsdoi. 

feuchte der Biomasse oder des Losungsmittels. In DE EKe Extraktion etfidgt eiflndungsgemaB bei 80-120 C, 

197 12702 Al ist der Einsatz von Essigsaure und in DD vorzugsweise bd SS-llS'C, besonders bevorzugt bei ca. 

229 428 Al die Verwendung von Essigsaureanhydrid als 100°C. Die Extraktionszeit sollte kurz gehallen wraden und 
Losungsmittel beschrieboi. Esagsauie- und EssigsSurean- es beirSgt ca. 10 bis 20 Minuten. 

hydrid-Extrakfionen haben jedodi dsa Nachteil, daB die Da die NMP-PHA-Losung erst bdm UntBrschreiten von 

PHB-L6sungen schon bd ca, 70°C geUeren undrelativ staric ca. 35^C Cin Abhangigkeit von der Mohnasse 6ei PHA 

mit Begleitsubstanzen der Biomasse kontaminiert sind. Zu- uai der Konzentration der Losung) geliert, kann aus dor vis- 
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kosen Suspension bei Ibmperatuien & 40°C die PELA-Lo- 
sung abgetiennt weiden. Dies kann in einfacher Weisedurch 
Filtration Oder Zentrifugation erfolgen oder auch mit ernem 
bebdzbaren Scpmtot. Im Veatgldch mit andraen Extrakti- 
onsmitfehi zeichn^ sich die mit NMP dmchfeucbt^ie^ sedi- S 
mentieite Biomasse durch eine besond^ Festigkeit aus, so 
daS die Gefahr der Au&dilMmmurig des Sedimmts bdm 
Abtrennen da FHA-L8sung durch Dekantieiai sehr gecing 
ist 

Zvan AasMlen desr FHA-Homo- ods Copolymerrai wild 10 
bevorzugt Wasser dngesetzt, aber auch oiganische Ld- 
sungsmittel wie z. B. Methanol, Aceton oder Ester wie z. B. 
MethylacBtat, Ethylacetat u. a, bzw. deren Mischungen mit 
Wassei; in dcsnen PHA unloalich ist, sind zum Pallen gedg- 
net. Methanol, Acet<»i und Shnliche Mhmgsnutted mit a- is 
nem relativ niedrigen Siedepunkt haben den \brteil daB sie 
eine Riickgewinnung sowolil des Losungstnittels als aach 
des FaQnngs&iitt^ ennSglicfarai. Bedingt durch dm relativ 
hohen Siedepunkt des NMPs von QOH'C kann ein Fallungs- 
luittel (wie z. B. Methanol) mit einem niedrigen Siedepunkt 20 
nach der Abtrennung der ausgefallenen PHA leicht vom 
NMP durch DestiUaJion (Vakuum) abgetrennt warden. Jn 
Gegensatz dazu ist die Rlicl^ewinnung der nach dran Stand 
der Technik verwendeten PHA-L6sungsmittel, wie z. B. 
Chlorofoim (Sdp. ei'Q not Metfaanol als FaUungsinittel 25 
(Sdp. 65°C) kaum realisierbar, da deren Siedepunkte relaiiv 
nahe beuanandn: liegen und tdlweise azeotrope Gemiscbe 
erhalten wnden. 

Insbesondere Sir PHB wird beim AusMbn in Wasser op- 
tisch &st leinwraBe PHB eihalten. Die mit dem erfindungs- 30 
gem^en Verfahien hoigestellte PHB weist geringe Stick- 
stoffgehalte um 0,5% auf, die zum dnen vm NMP-Sestm, 
zum andeten duich Proteine aus der Biomasse yenarsacht 
sein k&men. Damit ist die QualitMt der erfindungggetna/3 
heigestellten PHB mit der von Essigsaure- oder Chloro- ^ 
form-extrahierter PHB vergleichban 

Mt dem oben beschriebmen erfinduiigsgBti^BeD Vesfsbr 
rea kSnnrai - abhMngig von desr Art der Biomasse - ca, 80% 
der voAandcnen PHA bzw, deren Copolymere gewonnen 
wetden. Soil die Ausbeute weiter erhoht werden, so k<»inen «> 
die bd dsc Zentrifugation anfaUenden FeststDfiEjpartikel g&- 
samnelt und nachextrahiert wedea. NIidP-RBste und andero 
Verunrdnigungen lassrai sich durch dne Nacfarattiakdoa mit 
gedgneten Losungsmitteln, wie Methanol, Idcht entfemeiL 
So ist z,B, eine nachextrahiKte PHB, gaschromatogra- 45 
jAiisch bestrmmt, ca. 99,5-100%ig. 

Da NMP ein stadi: polares Ldsungsmittd ist, werden bei 
der Biomasse-ExtrakdoD nicht nur Homo- und Copolymere 
der PHA, sondem auch viele andere ZeUbestandteUe geldsL 
Im Unterschied zu einer Essigsaure-Extraktion kontaminie- so 
tea diese jedoch die PHA bei der FaUung in Wasser nahrau 
nicht, sondem bleibexi in L&sung. Zut ^A»n]ddung bzw. zor 
Verminderung der im NMP gdifistrai Aateile andecor Zettbe- 
standteile wild ggf . eine Vorextraktion mit entspiecbraidai 
Losungsmitteln oder enzymatisch durchgefiihit. ss 

Die Erfinduttg betrifft auch die Verwendung von 1-Me- 
thyl-2-pynolidon (NMP) als Extraktionsmittel fiir Homo- 
oder Copolymere euier Hydroxyalkansaure, So wird NMP 
zur (jewinnung von PHA-Homo- und Copolymeien aus d- 
ner die Polymore entfaalteaden Biomasse, insbesmdere aus eo 
dssm Zellmatraial dnes Mikcootganismus, ^ntecbidsch ver- 
anderter Pflanzen oderPHA-haltiger Hefen eingesetzt. Jn ei- 
ner weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform kann NMP 
auch dazu verwendet werden, eine mit hochkonzentrioter 
PHA angerdcherte Biotrockraimasse odo: dn ^ferumdni- 6S 
gungen aothaltendes PHA-Homopolymer oder MIA-Copo- 
lymer 2Mr Nachreinigung umzuRillBn. Vbrzugsweise betriEft 
die ErBndung die Verwendung von NMP zur Extraktion v<ai 



PHB, 

Die gesundheitliohe Belastung ist bei dem erfindungsge- 
mSBen Verfiahren mit NMP auf jeden Fall weitaus geringer 
als mit chlorifflim KdilenwassarstexSoi als Extraktionsmit- 
td, die nachgewiBseaezmafira Leberschaden oder sogar 
Bcebs haromifen, Obwohl NMP haut- und augomizend 
ist, ist cs nicht Stztaid, giftig oder gar krebserzeugend, Dar- 
Qber hinaus ist NMP besser biologist^ abbaubar. Auch ist 
NMP vortdlhaftrarza handhabeo, da es nicht Idcht entziind- 
lich ist Im Vkgldch za dea halogenieiten Losungsmittdn 
ist NMP wesentlich weniger flUchtig, was sich beim Um- 
gang und bei der Lagerung dutch deuflich weniger Verluste 
bemerkbar macht (der Siedepunkt von NMP liegt, wie be- 
reits erwShnt, bei 202°C, wMhrend der yaa QilatDfinn bd- 
spielswdse bd 61,7°C liegt). 

Nachfolgeod soli die Eriindung anhand dnes Ausfiih- 
rungsbeispidBs naber beschiieben warden, ohne i^ie darauf 
eiazaschtSnken; 

Ausfuhrungsbeispiel 

Methylocystis spec. GB2S wurde als PHB-Pioduzent 
dngesetzt und auf bekaimte Art kultiviert Ffir die ge&ietge- 
tiocknete Biomassse wurde gaschromatograpbisdi dn 
PHB-Gehalt von duichschnittlich 45% (bezogen auf Ttok- 
k^masse) ermittelt Als durchschnittliche Mobnasse wurde 
viskosimBtnsch dn Wert von 1100000 g/mol bestimmt Das 
LSsut^smittd-Biotrockenmasse-^feiMIttiis lag bd 1 : 10. 
Zuerst wurde das Losungsmittel NMP auf 85''C aufgeheizt 
und dann mit dear Biotrockeimiasse versetzt Zusatzlich war- 
den 2ml Essigs^ureaobydrid pro 100 ml NMP und 10 g 
Biotrockoimasse mit dnem gesamten Restfeudite-Gehalt 
yaa 3,6 g zugegeben um Sb Hydrolyse-Gefahr der PHB 
durch Restfeuchte zu vennindem. Die Tbmperatur wurde 
wahrcnd der Extraktionszeit von 15 Minuten bis auf lOCC 
erhSht und bei diesem Wert gchalten. AnschlieBend wurde 
die Biomasse yaa der Ltisung durch Zeatdfugation bd ca. 
2(XXX) xg abgetrennt Das Bknnass&-Peillet wurde verwor- 
fen. Der klare, leicht gelbliche "Uberstand wurde durch dne 
DCisc in denrineralisiertes Wasser eingeldtet und somit die 
PHB ausgeSUt Das ausgefaUte Polymer wurde abgesiebt, 
durch Pr^s«i yaa anhaftender LSsung wdtgehend be&eit, 
gewaschen, getrockoet und schlieBlich mit Afethanol nacb- 
exIrahierL Das so gewonnene rdnwdBe Polyhydroxybuty- 
rat hatte gaschromalogr^hisch bestimmt eine Seiuhdt von 
99,5% und due Molmasse von 780000 g/moL 

Pateotanqniiclie 

1. \^ahren zur Gewiimung von Homo- oder Copoly- 
meteo von Poly-p-hydioxyalkansauren (PHA) aus 
BioQiasse, dadurdi gekennzeiclmet, daB die Bio- 
masse mit l-MiBlbyl-2-pyrrolidon (NMP) bd 
80-120°C extrahiert wird, aus der entstehenden visko- 
sen Suspension bd IbmpCTaturen ^ 40°C die PHA- 
aithaltende LQsung ftbgetraont wird und die PHA aus- 
gd^wird. 

2. Vbtfahrm nach Anspnich 1, dadurch gekennzeicli- 
net, daB zur Extraktion zusatzlich ein wasserbindendes 
Mittd, vorzugsweise Essigsaureanhydrid, zugegeben 
wird. 

3. Vrafahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Extraktion bd 85-115°C durchge- 
fuhrtwird. 

4. Ver&hten nadi dnem der Anspriiche 1 bis 3, da- 
durch gekennzdchnet, daB die AbttExmung des: FHA- 
enthaltenden L6sung mittels Hltration, Zentrifiigalion 
oder mittels eines beheizbaren Separators erfolgt, 
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5. VerMron nach dnetn der Anspiiiche 1 bis 4, da- 
durch geketmzdchnet, daB die AusMlung dor FHA in 
Wassw odor oj^ganiscbrai LSsungsmitteln, in deasa 
PHA unloslich ist, erfolgL 

6. Vbr&hien nach Anspiuch 5, dadurch gekennzeich- s 
net, dafi die AusfSllung d^ "PHA in Methanol, Aceton 
odei in Estem odtx in deseo Mischungen mit Wassea: 
erfolgt. 

7. Verwendung von l-MBthyl-2-pyrroEdon (NMt^ als 
Extraktionsmittel fiir Homo- odra: CopolymBiB einer 10 
Poly-p-hydroxyalkansSure. 

8. Verwendung nach Anspruch 7, dadurch gekeoo- 
zrachnet, daB NMP zur !&traktuiD vod Poiy-P-iiy- 
dioicybuttersaiire (FHB) oder deisa Copolylnaen ver- 
wendetwird. is 

9. Verwendung nach Anspruch 7 oder 8, dadurch ge- 
kranzeichn^ dafi NMP in Koaibination mit einem 
wassorbindrndoi VQttel vrarwraidet wird. 

10. Verwendung nach Anspmch 9, dadurch gekenn- 
zrachnet, daB NMP in Kombination mit einem wasser- 20 
bindenden Mittel zur gezielten Einstellung der tmttb- 
ren Mobnasse des Polynras vorwend^ wild. 
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